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A Mancha Branca do Milho se destaca por sua alta incidência e severidade com que tem se 
manifestado a campo (Fernandes e Oliveira, 2000). A redução da taxa fotossintética ocorre 
não apenas no tecido lesionado, mas também em partes de tecidos verdes remanescentes de 
folhas infectadas (Godoy et al., 2001). Seus sintomas surgem pelo aparecimento de lesões 
foliares aquosas do tipo anasarca, de coloração verde-escuro que posteriormente tornam-se 
necróticas de cor palha (Fernandes e Oliveira, 2000). Uma bactéria formadora de colônias 
mucóides de coloração amarelo brilhante, não esporulante, Gram negativa, anaeróbia 
facultativa, identificada como Pantoea ananatis, foi descrita como sendo o agente causal da 
doença (Paccola-Meirelles et al., 2001). Segundo Pomini et al. (2006), esta bactéria é 
portadora de um mecanismo conhecido como “quorum-sensing”, o qual permite o 
reconhecimento do tamanho populacional através da secreção de substâncias como as acyl 
homoserina lactonas (Rumjanek et al., 2004). Este mecanismo pode estar associado com a 
patogenicidade de P. ananatis (Morohoshi et al., 2007). O fenótipo de nucleação de gelo é 
descrito como importante na virulência de bactérias fitopatogênicas e é controlado pelo gene 
ina (Edwards et al., 1994) e muitas plantas são incapazes de suportar a formação de gelo em 
seus espaços intercelulares, causando o fenômeno conhecido por mancha anasarca (Romeiro, 
2001). O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de nucleação de gelo de isolados 
obtidos de lesões anasarcas da Mancha Branca do Milho e verificar a relação deste fenótipo 
com a patogenicidade do agente causal. 
Materiais e Métodos 
1. Obtenção de isolados de P. ananatis 
Isolados bacterianos oriundos de lesões da Mancha Branca do Milho foram obtidos conforme 
a metodologia descrita por Paccola-Meirelles et al. (2001). 
2. Determinação da atividade de nucleação de gelo dos isolados bacterianos 
Os isolados bacterianos foram cultivados em meio TSB por 24 horas e incubados a 30oC sob 
agitação constante de 60 RPM. Após esse período o material foi homogeneizado em vortex e 
0,1mL do cultivo foram adicionados à tubos de ensaio contendo 1mL de água destilada 
esterilizada, os quais encontravam-se acondicionados em banho de gelo por aproximadamente 
2 minutos, à -10oC. A formação de gelo instantânea no tubo ao acrescentar a suspensão 
bacteriana, revelou o fenótipo INA positivo do isolado. Foram submetidos a esse teste 14 
isolados de P. ananatis, obtidos de lesões da Mancha Branca do Milho. O controle consistiu 
na adição de meio TSB livre de bactéria nos tubos contendo água destilada esterilizada. 
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3. Microscopia eletrônica de transmissão 
Os isolados WT2 e WT11 de P. ananatis foram cultivados em meio TSB (controle) e em 
meio TSB acrescido de 2,5% de glicerol (v/v) por um período de 12 horas a 30oC, sob 
agitação constante de 60 RPM. Em seguida, o meio foi centrifugado a 13000 RPM por 15 
minutos, para se obter células isoladas do meio de cultura. As células foram fixadas em 
solução contendo glutaraldeído 3% em tampão cacodilato de sódio 0,1M (pH 7,2) a 
temperatura ambiente por 12 horas. O material foi lavado em tampão cacodilato 0,1M, pós-
fixado em tetróxido de ósmio 1% por 2 horas a temperatura ambiente e novamente lavado no 
mesmo tampão. As amostras foram desidratadas em séries de etanol com concentrações 
crescentes, embebidas e emblocadas em resina Araldite®. Cortes ultrafinos (70 nm) foram 
obtidos em ultramicrótomo (Ultracut – Leica) com navalha de diamante (Diatome 2 mm e 
45°). Os cortes foram montados em telas de 200 mesh e contrastados em acetato de uranila 
(2%) e citrato de chumbo (Solução de Reynolds). As telas foram analisadas e fotografadas em 
microscópio eletrônico de transmissão (Fei Tecnai 12) no Laboratório de Microscopia 
Eletrônica e Microanálise da Universidade Estadual de Londrina (PPG/UEL). 
4. Testes de patogenicidade 
 
a. Teste de patogenicidade em casa de vegetação 
Os testes de patogenicidade foram realizados no cultivar de milho suscetível DAS 657 em 
plantas com aproximadamente 35 dias de idade. Os isolados bacterianos utilizados foram 
WT2, WT7 E WT11. A unidade experimental utilizada foram vasos em triplicata, cada vaso 
contendo três plantas de milho. Um pré-inóculo foi preparado cultivando-se cada isolado em 
meio TSB por 12 horas a 30º C à 60 RPM. Após este período 1,0 mL do pré inóculo foi 
transferido para 100 mL de meio TSB e incubado nas condições anteriores por 4 horas 
(inóculo). Antes da inoculação, a cultura bacteriana foi acrescida de solução salina (0,85%) na 
proporção de 1:1 e permaneceu a uma temperatura de 4ºC durante 2 horas. As folhas foram 
injuriadas suavemente com esponja do tipo “lava-louças” e imediatamente pulverizadas com a 
suspensão bacteriana. As plantas foram mantidas em câmara úmida por 72 horas. Como 
controle utilizou-se apenas o meio TSB também diluído em solução salina na proporção de 
1:1. O delineamento foi inteiramente casualizado e os dados foram transformados para raiz 
quadrada de (x+0,5) devido a presença de valores nulos. 
 
b. Teste de patogenicidade em laboratório 
Os testes de patogenicidade no laboratório foram realizados com folhas destacadas do cultivar 
de milho suscetível DAS 657 de plantas com aproximadamente 35 dias de idade. Os isolados 
bacterianos utilizados foram WT2, WT7 E WT11. As folhas foram destacadas, lavadas, 
injuriadas com esponja e acondicionadas em câmaras de microumidade (CM), contendo 12 
poços de 0,3 cm de diâmetro, conforme descrito por Wysmierski et al. (2006). A área foliar 
correspondente a cada poço recebeu cinco furos com agulha de 2mm de diâmetro. O inóculo 
foi preparado conforme descrito anteriormente. As inoculações foram feitas com 
micropipetas. Como controle utilizou-se apenas o meio TSB também diluído em solução 
salina na proporção de 1:1. Após as inoculações o material foi acondicionado em câmara 
úmida por 72 horas. Foram utilizadas três repetições por tratamento, e o delineamento 
experimental foi inteiramente ao acaso. Houve necessidade de transformação dos dados para 
raiz quadrada de (x+0,5), visto que havia a presença de valores nulos. 
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Resultados e Discussão 
 
Determinação da atividade de nucleação de gelo dos isolados bacterianos  
Dos isolados obtidos de lesões anasarcas da Mancha Branca do Milho, 14 foram selecionados 
ao acaso e foram caracterizados para atividade de nucleação de gelo. Nove destes isolados 
apresentaram fenótipo INA+, demonstrando que a atividade de nucleação de gelo é 
dependente do isolado e de suas características genotípicas. Estes resultados assemelham-se 
aos obtidos por Escanferla (2005), Wysmierski et al.(2005) e Escanferla et al. (2006) em 
isolados de P. ananatis também obtidos de lesões da Mancha Branca do milho. Várias 
espécies de bactérias são capazes de catalizar a formação de gelo em temperaturas que 
normalmente isto não ocorreria. Estes microrganismos catalizam de forma eficiente a 
formação do gelo em temperaturas muito mais altas que muitas substâncias orgânicas ou 
inorgânicas (Lindow et al., 1982 b; Gurian-Sherman e Lindow, 1993). A atividade de 
nucleação de gelo está fortemente correlacionada com a capacidade de estimular a ocorrência 
de doença por quedas de temperatura, sendo uma das propriedades necessária para ocasionar 
danos às plantas (Lindow et al., 1982 a). Os danos às plantas ocorrem devido a formação de 
gelo nos espaços intercelulares em temperaturas onde este fenômeno normalmente não 
ocorreria (Lindow et al., 1982 b; Lindow, 1987). De acordo com Edwards et al., (1994) o 
fenótipo INA+ desempenha um importante papel na virulência das  espécies portadoras. 
Moléculas de proteínas e materiais localizados na membrana externa de algumas espécies 
bacterianas foram consideradas por Kawahara (2002) como sendo as responsáveis pela 
nucleação de gelo. Substâncias nucleantes de gelo podem estar relacionadas a fosfolipídios e a 
outros fatores ligados a proteínas (Romeiro, 2001).  
Os isolados WT2 e WT11 apresentando fenótipo INA+ foram selecionados para observação 
em microscopia eletrônica de transmissão. Sobre a parede celular, foram observadas 
estruturas arredondadas suportadas por um pedúnculo (Figura 1), semelhantes às descritas em 
outras espécies bacterianas por Phelps et al., 1986; Kawahara, 2002. Estas estruturas, 
caracterizadas por estes autores como vesículas protéicas, seriam as responsáveis pela 
liberação dos núcleos de gelo. As vesículas observadas no presente trabalho não mostraram 
diferenças estruturais quando as células foram cultivadas em meio NB ou em meio NB 
acrescido de glicerol, porém, neste último, elas apresentaram–se em maior quantidade. A 
função e estrutura destas proteínas ainda têm sido pouco exploradas, dificultando a 
caracterização de bactérias que expressam este fenótipo (Kawahara, 2002). 
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Figura 1. Células de Pantoea ananatis, isolada de lesões anasarcas da Mancha Branca do 
Milho, mostrando a presença de vesículas protéicas responsáveis pela liberação de núcleos de 
gelo (setas). (A) Isolado WT2 – cultivado em meio NB, mostrando a formação de uma única 
vesícula na região apical da célula. (B) e (C) Isolado WT2 – cultivado em meio NB + 
Glicerol, observar o aumento no numero de vesículas (setas) em relação ao controle. (D) e (E) 
WT11 – controle com presença de apenas uma vesícula. (F) e (G) WT11 – em meio NB + 
Glicerol notar o aumento no número de vesículas (setas) quando comparado com o controle. 
As vesículas tanto em glicerol quanto o controle apresentam as mesmas características 
ultraestruturais. (A), (B), (C), (D) e (G) Aumento 97.000X e barra de 200nm. (E) e (F) 
aumento de 235.000X e barra de 100nm 
 
Testes de patogenicidade 
Foram selecionados para este experimento os isolados WT2, WT7 e WT11 caracterizados 
anteriormente como positivos para atividade de nucleação de gelo. Em ambos os métodos, os 
sintomas passaram a ser observados no sétimo dia após a inoculação do patógeno nas folhas 
sadias (Figuras 2 e 3). Em casa de vegetação, o isolado WT7 apresentou a maior média de 
número de lesões. As avaliações feitas no nono dia após a inoculação permitiram observar 
lesões anasarcas e necróticas nas folhas inoculadas com este isolado. O controle diferiu 
estatisticamente dos tratamentos, não apresentando manifestação dos sintomas. Na inoculação 
em folhas destacadas em câmaras de microumidade, todos os isolados manifestaram sintomas, 
porém á semelhança da inoculação em vasos,  a expressão dos sintomas foi mais pronunciada 
também no isolado WT7, o qual apresentou a maior média do número de lesões (Tabela 1). O 
controle não mostrou sintomas. Os resultados obtidos corroboram com Lindow et al. (1982 
b), demonstrando a estreita ligação entre atividade de nucleação de gelo e patogenicidade. A 
presença de populações de bactérias INA+ sobre as folhas de plantas de milho em uma dada 
temperatura, é um dos fatores responsável pelos extensos prejuízos causados às plantas 
durante geadas (Lindow et al., 1982 b). A habilidade de algumas plantas em abrigar grandes 
populações epifíticas de bactérias INA+ favorece o desencadeamento de sintomas por esta 
classe de organismos. O aumento da população bacteriana epifítica com atividade de 
nucleação de gelo ativa, implica no progresso do grau de danos à uma dada temperatura 
(Lindow, 1983). Segundo Rocha (2009) Isolados INA- de P. ananatis extraídos da lesões da 
Mancha Branca do milho não foram capazes de causar lesão quando inoculados tanto  a 
campo como em câmaras de microumidade.  
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Figura 2 - Inoculação artificial de Pantoea ananatis na cultura do milho em casa de 
vegetação. (A) Controle. (B) Isolado WT2. (C) e (D) Isolado WT7. (E) Isolado WT11. 
 
 
Figura 2 - Inoculação artificial de Pantoea ananatis em câmaras de microumidade em 
folhas de milho com 35 dias após a semeadura. (A) Controle. (B) Isolado WT2. (C) 
Isolado WT7. (D) e (E) Isolado WT11. 
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Tabela 1 - Número de lesões observados no teste de patogenicidade em casa de vegetação e 
em câmaras de microumidade. (Para as análises estatísticas dados foram transformados em 
raiz quadrada de x+0,5). 
 
Casa de 
vegetação 
Câmara de 
microumidade Isolados 
                   Lesões* 
WT 2 2,60 ab 3,00 b 
WT 7 4,40 a 8,67 a 
  WT 11 3,70 ab 4,33 b 
Controle 0 b 0 c 
CV% 59,45 10,6 
 
*Média dos números de lesões obtidos através de inoculações artificiais (Dados originais). 
Médias seguidas da mesma letra na vertical não diferem entre si pelo teste de Tukey (p ≤ 
0,05) 
 
Os resultados demonstraram a presença de estruturas na parede de P. ananatis semelhantes a 
estrutura já descrita por outros autores como sendo responsáveis pelo fenômeno de nucleação 
de gelo. Parece haver uma relação entre a ocorrência desse fenômeno e a patogenicidade de P. 
ananatis em folhas de milho 
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